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BI~ODIE und  MAOI~ENZI~ ha t t en  1914 an  formolfixierten Nierenschni t t en  von 
Ka tzen  charakteristische Unterschiede der Tubulusd imens ionen  in Abh~ngigkei t  
yore l~unkt ionszustand gefunden. Nach Injek~ion yon Sulfa~, I-[arnstoff oder 
Glucose waren z .B .  die distalcn Lumendurchmesser  u m  den Fak to r  2,28, die 
proximalen Lumendurchmesser  u m  den Fak to r  37 vergr6Bert. Der gesamte (/iuBere) 
Durchmesser  der Tubu l i  war dagegen nu r  im distalen Bereieh (urn den Fak to r  1,41) 
vermehr~. Bl~om~ n a h m  an, dab diese Ver/~nderungen der Nierenmorphologie 
bei osmo*ischer Diurese dureh Erh6hung  des Druckes ,,in der du tch  das Glome- 
ru lumepi the l  sezernierten Flfissigkeit" en t s t anden  waren;  je nach dem Verha l ten  
der Wandsbgrke sollte diese Druckerh6hung ira Bereich des distalen Konvo lu t s  
zur Querdehnung im Bereich des - -  in  t ransversaler  t~iehtung weniger naehgie- 
bigen - -  proximalen Konvolu t s  vor  allem zur L~ngsdehnung der Tubu l i  geffihr$ 

haben.  

BI~VN~IEI~ u. Mitarb. fanden 1957 nach Mannit- und Sulfatgaben an carnoyfixierten Nieren- 
schnitten der Ratte Erweiterungen der proximalen Tubuluslumina urn den l~ak~or 2--3, der 
distalen Tubuluslumina, dfilmen Henleschen Schleifen und kleinen Sammelrohre um den 
Faktor 1,5. Ursache der Lumenerweiterung - -  bei nicht signifikant abweichender Querschnitts- 
fl~che des Tubulusepithels - -  soll auch naeh BI~U~I~EI~ u. Mitarb. die inzwisehen yon Wrl~Z 
sowie GOTTSCI~ALK U. B~YImE sichergestellte Erh6hung des intratubul~ren Drucks sein. 
Da Kochsalz und Glucose trotz ~hnlicher Diuresesteigerung keine histologisehen Ver~nde- 
rungen erzeugten, zogen BRVNNEt~ U. Mitarb. verschiedene Wirkungsmechanismen osmotischer 
Diuretica in Erwggung. 

BOHLE U. Mitarb. untersuchten die Nierenmorphologie von Ratten und M~usen nach 
Zufuhr yon Nfannit, Saecharose, Sulfat und Harnstoff; sie kamen - -  bei Verwendung der 
Helly-Fixierung - -  im Prinzip zwar zu ~hnlichen Unterschieden zwischen Antidiurese und 
osmotiseher I)iurese, fanden im einzelnen aber auch wesentliche Abweiehungen yon den oben 
angeffihrten Ergebnissen. 

Die vorl iegenden Un te r suehungen  dr/ tngten sieh durch unsere weitgehend 
morphologisch ausgeriehte~en Versuehe mi t  der Gefr ierschnit t -Autoradiographie 
un te r  Verwendung osmotiseher Diurese u n d  ,,stop-flow" auf. Sic erstreekten sich 

* Die Versuehe wurden - -  als methodisehe Grundlage unserer Gefrierschnitt-Autoradio- 
graphie der Niere - -  yore Bundesministerium fiir Atomkernenergie unterstfitzt. ~iir Photo- 
material und Besoldung einer technischen Assistentin bei der Aufiiehtmikrophotographie 
sind wir der Berufsgenossensehaft Feinmechanik und Elektrotechnik zu Dank verpflichtet. 

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 386 35 



504 IV[. STE~NH• I.I~AV~N~, G. E. SCHUBERT und  ~ .  TAUGNE~: 

- -  mi~ Unterbrechungen - -  ~uf einen Zeitraum von 3 Jahren und gingen ur- 
sprfinglieh yon Beobach~ungen und ~berlegungen aus, die mit  den erw~hnten 
histologisehen Befunden nieht in Einklang zu bringen waren. So erschienen die 
proximalen Tubuluslumina yon Kontrol lrat ten im Auflichtmikroskop wesentlich 
weRer als im histologische~ Schnitt und keinesfalls ,,kollabiert"; auBerdem sollte 
osmotisehe Diurese nach den beil~ufigen auflichtmikroskopischen Beobaehtungen 
yon GOTTSC~ALK u. MYLLE ZU einer besonders deutlichen Zunahme der distalen 
und nicht - -  wie im hi stologischen Bild - -  der proximalen Tubuluslumina fiihren. 
Weiterhin konnte die Erkli~rung der histologisch festgestellten, exzessiven Er- 
weiterung proximaler Lumina bei osmotischer Diurese nieht befriedigen: War  diese 
reell und tatsgchlich dureh Tubulusdehnung infolge ErhShung des intratubul~ren 
Drueks bedingt, so hi~tte man erwarten sollen, dab der Tubulusurin bei Entnahme 
oder gar Durchtrennung der/qieren, d.h. bei weitgehendem Druckausgleieh, mit  
nachtri~glichem ,,Tubuluskollaps" postmortal  fiber das Nierenbeeken oder die 
Schnittstellen abflol3. Sehliel~lich kommen beim aknten Nierenversagen Lumen- 
erweiterungen wahrscheinlieh auch ohne in~ratubul~re Drueksteigerung vor 
(Literatur bei BOHLE U. Mitarb.). Diesen Uberlegungen zufolge sollten die tat-  
saehliehen Veranderungen der Tubulusdimensionen bei osmotischer Diurese in 
vivo am Beispiel subkapsuli~rer Tubuli eontorti I und I I  ermittelt  und mit  denen 
an Paraffin- und Gefriersehnitten vergliehen werden. Die Zuverl~ssigkeit histo- 
logischer Methoden war allerdings nicht ohne weiteres yon den Ergebnissen der 
Auflichtmikroskopie in vivo aus zu beurteflen; neben einer Kri t ik der auflieht- 
mikroskopischen Bestimmung von Tubulusdimensionen waren vor allem die 
postmortalen Ver~nderungen zu untersuchen, mit  dem Ziel, ein mSgliehst lfieken- 
loses Bild der Nierenoberfl~che vom Zustand in vivo fiber die Nierenentnahme 
bis zum Zeitpunkt yon Fixierung oder Einfrieren zu gewinnen. Das letztere Ver- 
suchsziel war ffir uns vor allem auch im Hinblick ~uf mSgliche Fehlerquellen bei 
der Gefriersehnitt-Autoradiographie yon Interesse. 

I m  Verlanf unserer Versuche wurden dann die sps ausffihrlieh zu bespreehen- 
den Ergebnisse von S w A ~ ,  ttA~ssw~ sowie TgU~AU u. DSETJEN bekannt, die 
- -  zur Erzielung eines fibersichtlichen Gesamtbildes - -  in einzelnen Punkten 
erg~nzt oder nachgeprfift wurden. 

Versuehsanordnung 
Versuchstiere waren Wistar-Rat~en yon 70--410 g und  Katzen yon 2,5--2,8 kg. 
Die Rat~en erhielten eine Standarddi~t  und  bis 1 Std vor der Narkose Wasser ad libitum. 

Sie wurden mit  60 mg/kg ~embu~al  i.p. narkotisiert ,  in Riickenlage auf einem geheizten 
Operationstisch fixiert, mi t  einer Trachealkanfile und  - -  je nach Versuchsplan - -  mi t  einem 
Ureterenkatheter  versehen. In~usionen erfolg~en in die linke Jugul~rvene. ~ c h  einem Median- 
schni t t  wurde die linke ~iere  ffeigelegt und  - -  wie zur Mikropunktion iiblich - -  in einem kleinen 
MetallSffel mittels Watte~upfern fixiert. Zur gelegentlichen Mikropunktion dienten ange- 
schliffene Quarzcapillaren mit  einem AuBendurchmesser von 15 #. So wurden z. B. die distMen 
Tubuli  durch Injekt ion yon Indigocarmin in proximale Tubulusschlingen identifiziert 1. Die 
Aortenabklemmung erfolg~e oberh~lb der Nierenarterien mit  einer Fadenschlinge gegen den 
Widers tand des diese Schlinge ffihrenden, endst~ndig gefens~erten Metallzylinders. 

Zur Auflichtbeobach~ung und  -photographie dienten - -  nach Aufffillen der Bauchh5hle 
mi t  physiologischer Kochsalzl5sung oder k5rperwarmem, flfissigem Paraffin - -  die Ultropak- 

1 In  s p ~ e r e n  Versuchen wurden die distalen Tubuli  dutch  intravenSse Injekt ion yon 
0,3 ml einer 10 % igen Lissaminl5sung/kg identifiziert (STEINI~AUSE~). 
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Objektive 6,5 •  11 • und 22 • (Leitz) mit  Tauchk~ppe. Als Lichtquelle fiir die Aufnahmen 
wurde das BlitzgerEt Uka t ron  UN 60 (Zeiss) verwendet.  Die linke ~Niere w u r d e -  be- 
senders ffir die lokale AnfErbung der proximalen Tubuli  mi t  Methylenblau - -  meis~ dek~p- 
suliert. Diese MethylenblaufErbung in r i ve  (Applikation einer 1%igen LEsung mi t  kleinen 
Wat te tupfe rn  ffir 3 - -5  min) diente zur Darstellung der EuBeren Tubu]uszirkumferenz an  
der kontrastErmeren,  ausgeb]uteten Niere. 

Die Best immung der Tubulusdimensionen wurde am Positiv der Aufl ichtphotogramme bei 
130facher EndvergrEBerung mit  Reduktionszirkel und  EichmaBstab vorgenommen. Aus 
jeder Aufnahme beriicksichtigten wir mindestens I0 proximale Tubuli ;  die - -  geringere - -  
Anzah] distaler Tubuli  ist jeweils im Text  angegeben. Ffir diese Tubuli  wurde - -  bei der aus- 
gebluteten Niere an Hand  vorhergehender FErbung mi t  Methylenb]au - -  der Gesamtdureh- 
messer und  - -  soweit am reflektierenden Bfirstensaum erkennbar  - -  der Lumendurchmesser  
best immt.  Aus beiden konnte  jeweils die ,, Quersehnit tsf l iehe des Tubulusepithels" errechnet 
werden. In  einzelnen Versuchen bes t immten wir - -  in AbhEngigkeit veto Funkt ionszustand - -  
an markan ten  Punk ten  der AuBenkontur gestreckt verlaufender Tubulusabschni t te  auch die 
Ver~inderungen proximaler und  distaler Tubuli  in ]ongitudinaler Richtung. 

In  acht  Versuchen wurde die exeidierte linke Niere - -  nach einem Aufenthal t  von 5 rain 
in physiologischer KochsalzlEsung zwecks Auflichtphotographie - -  in Aceton-CO~ eingefroren 
und zur I-Ierstellung yon Gefrierschnitten verwendet.  In  einem weiteren Versuch erfolgte das 
Einfrieren --- nach entsprechenden Aufl iehtaufnahmen - -  sehon in situ. Behandlung und 
Auswertung der Gefriersehnitten entspraehen denen bei der Katze. 

Die Versuehsanordnung an den 70--80 g schweren Ra t t en  wurde so gewEhlt, dab unsere 
Ergebnisse mit  denen yon BI~II~EI~ u. Mitarb. sowie B o ~ I ~  u. Mitarb. an Paraff inschni t ten 
vergleichbar waren. 

An Katzen  wurde eine Versuehsserie A mit  Auf]ichtbeobaehtung durchgefiihrt ;  zwei 
weitere (B und  C) dienten dem Vergleich verschiedener histologischer Verfahren bei mEglichst 
breiter  Variat ion der Diurese. Als Iqarkosemittel verwendeten wir naeh 12stfindiger Nahrungs- 
und  Wasserkarenz in allen Versuehen Chlor~lose und  Ure than  (60 bzw. 480 mg/kg i.p.). 

PrEparat ion und  Versuehsanordnung ffir die Aufliehtmikroskopie (VersuchsserieA) 
entsprachen denen bei der Ra t t e ;  die dieke Nierenkapsel muBte hier allerdings in jedem Fall 
auf einer F1Eche yon etwa 1 cm e zwischen KapselgefEBen gefenstert  werden. 

In  den Versuchsserien B und C war auBerdem eine Carotis zur Blu ten tnahme pr ipar ie r t  
und  die Messung der Diurese erfolgte - -  nach Ligatur der Ure thra  - -  fiber einen in die Harnblase 
eingebundenen, mehrfaeh perforierten Glaskolben mit  angesehlossenem PolyEthylenschlauch. 

Aus Versuchsserie B m i t  breiter  Variation der Diurese sind in Tabelle 1 19 Katzen  auf- 
geftihrt. Bei seehs Tieren wurden die Nieren 15--30 rain nach Beendigung der PrEparat ion 
ohne Infusion, d .h .  im Zustand der Antidiurese, entnommen.  Bei den iibrigen 13 Katzen  
wurde Ms Grundinfusion bis zur 1Nierenentnahme physiologisehe KoehsalzlEsung mit  einer 
Geschwindigkeit yon 0,75 ml/kg/min intraven5s zugefiihrt. Ha t t e  die Diurese dabei - -  nach 
20--240 min - -  einen Wert  yon 0,16--0,4 ml/kg/min erreicht, so wurden fiir die letzten 30 min 
]e nach Versuchsplan verschiedene, zusEtzliche Infusionen gegeben (vgl. Legende Tabelle 1). 

Die anschlieBende Nierenentnahme bes tand meist  in der mEglichst raschen Excision beider 
Nieren zwisehen je zwei Hilusligaturen; eine lXTiere wurde in der Regel ohne 0ffnung der Liga- 
tu r  in Aeeton-CO~ eingefroren und  zur Herstellung von Gefrierschnitten verwendet,  aus der 
zweiten en tnahmen  wir etwa 0,5--1 em dicke Scheiben zur Fixierung in Hellyscher LEsung. 
Zur Kontrolle wurden auBerdem noeh folgende Varianten der Gebewebsentnahme erprobt :  
Bei fiinf Katzen  Fixierung yon GewebsblEeken aus Nieren ohne vorhergehende Hilusligatur;  
in je einem Versuch mi t  Mannit-  nnd  Saccharose-Diurese Helly-Fixierung einer (abgebundenen) 
Niere in to te  und  Einfrieren sowie Fixierung 5 mm dicker Seheiben aus der anderen (bei der 
En tnahme  ebenfalls abgebundenen) Niere. Die Ergebnisse waren dabei yon der En tnahme-  
technik nieh~ abhEngig, so dab sich entspreehende Differenzierungen in Tabelle 1 erfibrigen. 
Auch Einfrieren der excidierten oder noch in situ befindliehen Niere mit  fltissiger Luft  war 
bei Katzen  mi t  Mannit-Diurese, die wegen abweichender Tiergewichte nicht  in Tabelle 1 
aufgenommen wurden, ohne deutlichen EinfluB auf die Ergebnisse. 

Versuchsserie C (zum Vergleieh versehiedener histologischer Verfahren) bes tand aus drei 
Katzen.  Das Infusionsschema entsprach dem von Serie B;  Einzelheiten sind der Legende 

35* 
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T~belle 1 

a 

b 

c 

d 

e 

f 

h 

k 

�9 E Versuchsar t  .~ ~ Gesamtdurch-(g) 
~ messer 

Antidiuretische 
KontroUtiere 

~annitinfusion 1,46 
15% 

Saccharose- 0,98 
infusion, 30 % 

Clearance- 0,26 
versuch 0,28 

Mannit- 0,65 
infusion, 5 % 

Tyrodeinfusion 1,0 

Antidiuretische] 0,1 
Kontro.lltiere [ 

In  V1VO ] 

Antidiureti- ] 
sehe 1 Kon- ] 

trolltiere bei ] 
Aortenabklem- ] 
mung oder Hi- ] 
lusdurchtren- ] 

nung ] 

Yfannitinfu- ] 3,1 
sion in vivo, 

15% 

~annitinfu- 
sion 2, 15% 

bei Aortenab- 
klemmung 

Tubulus  contor tus  I 

P I N I F 

48,0 53,8 55,01 
L1,5. •  ~-2,31 

43,8 56,6 59,31 
P0. •  :J-2,01 

50,6 59,9 62,21 
L6,1 •  ~-4,51 

46,0 53,2 57,61 
42,5 56,6 56,21 

49,2 53 ,1  56,61 

39,2 49.81 
52,51 

A uflichtmikroskopische 
48,8 

• 0,9 

45,4 
• 0,9 

57,6 
54,5 

53,0 
48,4 

Lumendurch-  
messer  (ix) 

P I N I F 

6,2 0 
: 0,9 

18,7 
: 0,9 
** 
23,6 
: 4,6 2,8 

14,2 9,2 
13,4 0 

19,6 1,2 

15,8 

5,3 
2,2 

6,0 

Ergebnisse 
17,2 

• 0,7 

18,3 
• 1,8 

** 
24,7 

• 3,7 

0 
0 

0 

4,7 
23,7 

Qnerschni t ts  - 
f lache (iz :) 

1780 2270 
•  

*** ** 
1235 1540 
--15 •  

1570 1800 
• •  

1500 1550 
1280 2520 

1600 1450 

1010 

P t N I F 

H istologische 
2360 
•220 

2500 
~- 140 

2560 
k305 

2600 
2470 

2520 

1650 
•  

1620 
•  

27,7 
25,7 

23,0 
17,2 

2020 
1810 

1785 
1610 

1930 
1720 

1 Bei zwei Tieren Aufnahmen nach Aortenabklemmung fiir 21/2--2s/~ rain, bei einem Tier 
Aufnahme 6 min nach Hilusdurchtrennung. 

Dauer der Abklemmung 2 und 21/2 rain. 

yon Tabelle 2 zu entnehmen. Je eine Niere dieser Tiere wurde mit, die andere ohne Hilus- 
ligatur entnommen. Aus der Niere ohne Ligatur wurden 4--5 mm dieke Seheiben hergestellt 
und a) zur Fixierung (in Hellyseher LSsung oder absolutem Alkohol) bzw. b) zum Einfrieren 
mittels C02-Sehnee (und damit zur Herstellung yon Gefrierschnitten crier zur Durchffihrung 
tier ,,freeze-substitution" mit absotutem Alkohol) verwendet. Die abgebundene Niere wurde 
in toto eingefroren und nach b) verarbeitet. 

Die Fixierung in Hellyscher LSsung (Versuchsserie B und C) oder absolutem Alkohol 
(Versuchsserie C) dauerte etwa 3 Std. Zur ,,freeze-substitution" wurde der Block bei - -20 o C 
in absolutem Alkohol, der zehnmal gewechselt wurde, fiber 5 Tage entw/~ssert. In beiden F~llen 
wurden 10 /~ dieke ParMfinsehnitte hergestellt und nach Goldner Trichrom bzw. mit 
Hiimatoxylin-Eosin gef~rbt. 
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Pars recta 

Gesamt- Lumen- Quer- 
dutch- durch- schnitts- 
messer Inesser fl~che 

(~) (~) (,~) 

P P P P 

Ergebnisse 
47,6 12,31 

~:0,9 •  

46,8 22,2 
•  •  

47,6 23,6 
•  •  

51,7 15,2 
45,0 16,7 

52 ,4  18,6 

47,2 23,8 

1660 
~ 8 6  

1330 
&87 

1340 
J:200 

1920 
1380 

1880 

1305 

[4,2 
: 0,8 
. 

19,0 
- 1,7 

16,5 
: 0,7 

15,2 
15,1 

19,5 

14,1 

Tabelle 1 

Tubulus contortus II 

G e s ~ m t d u r c h -  
m e s s e r  (~) 

Lumendurch - 

messer (~) 

Q u e r s c h n i t t s -  
f l~che  (~2) 

P i l l  

I 32,6 23,1 I 
•  

•  i:t: 1,0 
l 

32,1! 27,8 
•  •  

33,8 42,0 
35,6 35,4 

37,7 34,6 

30,6 

F PI, tF 

38,5 15,9 15,4 4,4 
-0,7 •  -0,8 • 
$ * *  ***  ** ***  
48,2 20,9 18,5 26,2 
~-1,5 •  •  •  
** * ***  
46,0 20,6 2~,9 30,6 
L1,3 •  •  ~ 2 , 0  

46,0 17,4 31,1 24,2 
52,0 18,9 25,2 31,9 

46 ,0  22,5 20,2 25,2 

42 ,9  17,6 i 13,8 
i 

P I  

640 
~=65 

525 
• 30 

480 
• 60 

67O 
720 

72O 
! 

490 

N r P  

230[1135 
•  ~ 5 0  

3!0 1280 
•  &50 

230 925 
•  ~ 3 5  

620 1200 
490 1330 

620 1160 

1270 

Mittelwerte und mittlere Fehler yon Tubulusdimensionen an 28 Katzen im Gewicht yon 
2,5--2,8 kg bei versehicdenen Diuresezust~nden. 

a ~ f :  Mel]ergebnisse nach histologischer Aufarbeitung; g - -k :  Me~ergebnisse bei Auflicht- 
photographic in vivo. P ~ Paraffinsehnitte nach Helly-Fixierung; N ~ , ,native" Gefrier- 
sehnitte; F ~ gef~rbte Gefrierschnitte. 

Bei den Paraffinschnitten wurden jeweils 10--20 Tubuli planimetrisch ausgcmessen. Bei 
den Gefrierschnitten und im Auflichtmikroskop bestimmten wir jeweils mindestens zehn 
Gesamt- und Lumendurchmesser und berechneten aus den Mittelwerten die jeweiligen Quer- 
schnittsflgchen des Epithels. Bei d, i und k sind jeweils die Ergebnisse an zwei einzelnen 
Versuchstieren angcgeben. 

Nach der in der Methodik angegebenen Grundinfusion yon 0,75 ml/min 0,9%iger Koch- 
s~lzlSsung/kg erhielten die Tiere der Gruppe b und i (bzw. k) eine intr~vcnSse Stol3injektion 
von 1,5 g/kg Mannit in 20 % iger LSsung und anschliel~end bis zur • f/ir 30 min 
300 mg/kg M~nnit pro rain in 15 %iger LSsung. Bei Gruppe c wurde (annahernd isomolar zu b) 
die doppelte Menge Saccharose injiziert bzw. infundiert. Die Tiere der Gruppe d erhielten zur 
Gr.anddufusion einen Zusatz yon 0,75 mg Inulin und 1,5--3,0 mg Kreatinin/kg/min. Tier e 
erhielt in 5 %iger LSsung 250 mg/kg Mannit als Stol~ und anschlie~end fiir 30 rain 50 mg/kg 
Mannit pro rain. Bei Tier f wurden 33 ml/kg TyrodelSsung als Stol3injektion Und anschliel3end 
f/Jr 30 rain 6,5 ml/kg/min der gleichen LSsung intravenSs gegcben. Die P-Werte yon b undo 
(* ~ p <  0,05, ** ~ p < 0,01, *** ~ p ~ 0,001, keine Angabe == p ~ 0,05) beziehen sich jeweils 
auf den Untersehied zwischen Antidiurese und ManniV bzw. Saccharosediurese (a/b bzw. ~/c). 

Die im ,,Kryostaten" bei --200 C gewonnenen, ebenfalls 10/~ dicken Gefrierschnitte 
wurden in Serie B und C, wie auch bei den Ratten, als ,,gcf~rbte" Ge~rierschnitte nach den 
Angaben yon TAIJGNER U. Mitarb. behandelt, jedoch in Sublimat-Alkohol iixiert und nach 
P2~ssx~I gegengef~Lrbt. In  Versuchsserie B wurden neben diesen ,,gef~rbten Gefrierschnit~en" 
weitere in ungef~rbtem Zustand (ohne Einsehlu~medium oder nach Abdcckung mit  Glycerin 
oder Xylol) bei - - 2 0  o C in einem ,,Mikroskopkryostaten" mit der Phasenkontrastoptik 
photographiert (,,native Gefrierschnitte", vgl. TAUG~IEtr u. Mitarb.). Da die verwendeten 
Einschlul~medien die Ergebnisse nicht deutlich beeinfluBten, wurden die Tubulusdimensionen 
der ,,nativen Gefrierschnitte" ffir je eine Niere gemittelt. 

Bei den Paraffinschnitten wurden die jeweiligen Gesamt~ und Lumendurchmesser ans der 
planime~risehen Bestimmung der entspreehenden Fl~chen berechnet (vg]. B o l ~  u. Mitarb.). 
Dabei wurden jeweils zehn Werte pro Kan~,lchenabsclmitt und ~Niere gemittelt. Bei den 
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gefi i rbten Gef r ie r schn i t t en  yon  R a t t e n  sowie Versuchsser ie  A, B u n d  C an  K a t z e n  erfolgte 
die A u s w e r t u n g  m i t  dem Oku la rmik rome te r .  E s  w u r d e n  jeweils zwei s enk reeh t  zue inander  
s t ehende  Gesamt -  u n d  L u m e n d u r e h m e s s e r  a n  quer  ge t ro f fenen  Tubu l i  b e s t i m m t  u n d  gemi t t e l t ;  
pro K a n ~ l e h e n a b s e h n i t t  u n d  Niere w u r d e n  d a n n  je 10 - -20  dieser E inze lda ten  zu e inem Mittel-  
we f t  z u s a m m e n g e f a 6 t .  Bei den  , , na t iven  Gef r i e r schn i t t en"  der  Serie B e n t h a l t e n  die ?r 
wer te  - -  wie be im A u f l i e h t p h o t o g r a m m  - -  10 - -20  m i t  d e m  Reduk t ionsz i rke l  gewonnene  
E inze lmessungen .  Bei al len d iesen  A u s w e r t u n g e n  wurde  die ber i ieks ieht ig te  Nierenpar t ie  
n a e h  Zufa l l skr i te r ien  ausgew/~hlt  u n d  a u e h  sons t  - -  e twa  du reh  A u s s c h l u g  der  Zone mi t  
, , gandseh i~d igung"  u n d  d u t c h  Ber i i eks ieh t igung  regionaler  Verseh iedenhe i t  n a c h  Einf r ie ren  
m i t  C02-Aeeton  - -  dafiir  Sorge ge t ragen ,  dag  die angegebenen  W e r t e  fiir die be t re f fende  Niere 
r e p r g s e n t a t i v  waren.  

Yersuchsergebnisse 

Die Ergebnisse bei Antidiurese und In/usion hypertonischer L6sungen an 
Katzen sind in Tabelle 1, die Ergebnisse an kleinen Rat ten  in Tabelle 3 enthalten. 
Ganz allgemein gilt, dag die versehiedenen histologischen Ver/ahren bei den 

Abb. l a - -d .  Auflicht-MikrophotograImne der Nierenoberfl~che einer 2,5 kg schweren Katze nach 
partieller Dekapsulation. a Antidiurese vor; b ~/~ rain nach Aortenabklemmung; e A~sschnitt  yon l a  
bei Antidiurese und  sthrkerer Vergr61~erung; d gleicher Ausschnit t  unter  Mannitdiurese, 13~/~ rain naeh 

Beginn der Manni t in~sion (s. Methodik) 
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gleiehen Tieren oder Tiergruppen h~Lufig (und besonders auffallend im distalen 
Bereich) zu betr~chtlich voneinander abweichenden Tubulusdimensionen fiihrten. 
Trotz dieser Unterschiede yon Methode zu Methode finden sich bei osmotischer 
Diurese im Rahmen der einzelnen histologischen Verfahren auch prinzipiell 

Abb.  2 a - - d .  Auf l ich t -Mikrophotogramme der  Nierenoberfl~che einer  310 g schweren,  m~nnl ichen  
R a t t e  bei Antidiurese.  In  Abb.  2a  sind die L n m i n a  zweier distaler Tubul i  nach  Lissamin-Sto~injekt ion 
dnnkel  gef~trbt. Abb.  2b zeigt  den gleichen Ansschni t t  1[~ rain,  Abb. 2c 21/, rain nach  Aor tenabk lem-  
mnng ,  Abb.  2d  1 rain nach  MTiederer5ffnnng der  i n sgesamt  3,5 rain geschlossenen A o r t e n k l e m m e  

&hnliehe Abweichungen yore Kontrollwert, vor allem in der Lumenweite:  Die 
Lumendurehmesser der verschiedenen Kan~lchenabschnitte (und die I-Ienlesehe 
Schleife als Ganzes) sind nach Zufuhr hyper~onischer Mannit- und Saccharose- 
16sung im Vergleich zu den Kontrollwerten bei Antidiurese jeweils wesentlich 
gr66er. Dieser Unterschied ist beim proximalen Tubulus, dessen Lumen bei 
Antidiurese auffallend eng erseheint, besonders deutlich (vgl. BRODIE U. 
MACKENZIE, BRUNNER U. Mitarb., BOHLE U. Mitarb.). 
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I o L  . 

Tabelle 2 

l-Ielly- 
Fixierung 

O I L I F 1  

Paraffinschnitte nach 

Alkohol- 
Fixierung 

~ l L I F 1  

Freeze- Substitution und 
Einfrieren mit 

CO2-Aceton [ GO2 

Gef~rbte Gefriersehnitte 
nach Einfrieren mit 

CO.~ CO2-Aceton 

Tubulus contortus I :  

A 148,0 6,2 1780 I I I I I [ I I I I I 155,01 0 12360 
B 1,22146,2124,2 1230 43,0 21,811080 43,2 29,4 790[35,4 15,4 780 48,1 10,3 1740153,6110,912160 

c 0,96 39,215,8 1010 41,6 17,61120143,8 32,4 680 35,418,4 720152,5 23,71725 58,2 ~3,8 250o 
49,8 4,7 1930 

]) 2,24 40,8 18,5 1040 54,3 12,7 2200 
54,8 0 2360 

Pars recta: 
A 1 47,6 12,3 1660 

]44,6 25,6 1060 50,8 30,6 1290 41,8 26,4 830 36,8 15,7 870 B 1,22 I 
C 0,96147,2123,81130046,4,23,011280154,4142,41910/40,4,24,41820 I 
D 2,24~46,4122,411300 

Henlesche Schlei/e (Pars tenuis) : 

B 1,22116,91 25,6 /17,5 C 0,96114,1 
1) 2,24115,7 

Tubulus contortus I I  : 

B ,1,22133,6,22,41 490 32,8123,0 350 34,0 20,1 590 
530 41,4126,51 8 ~  r 10.96 30,6117,61 490 30,4 17,5 

. , 2:24 34.2 21.0 570 I I 940 
A -  Sechs antidiuretische Kontrolltiere. B : Mannitinfusion, 15%. C : Infusion yon 

TyrodelSsung. D : Infusion yon TyrodelSsung. 

Tubulusdimensionen yon 2,5--2,8 kg schweren Katzen bei verschiedener histologischer 
Anfarbeitung. G ~ Gesamtdurchmesser, L : Lumendurchmesser und F1 - -  Querschni~ts- 
fl~che des Epithels. 

A: Mittelwerte yon sechs antidiuretischen Kontrollka.tzen nach Helly-Fixierung und 
Einfrieren mit C02-Aceton. B: 2,7 kg schwere Katze nach intraven6ser StoBinjektion yon 
1,5 g/kg Mannit in 5%iger L6sung mit anschlieBender Infusion yon 300 mg/kg/min Mannit 
in gleicher LSsung fiir 30 rain bis zur Nierenentnahme. C und D : 2,5 kg schwere Katzen nach 
Tyrodeinfusion (33 ml/kg als in~raven6se StoBinjektion, anschlieBend ffir 30 rain 6,5 ml/kg/min 
bis zur Nierenentnahme in~raven6s). 

Bei Bund  C wurde die linke Niere nach der I-]iluslig~tur in C02-Aceton eingefroren, die 
rechte fiir Fixierung bzw. Einfrieren mit CO 2 in vier Bl6cke anfgeteilt (zur Auswertung vgl. 
T~belle 1). Ffir die Pars tenuis der Henleschcn Schleife war nur dcr Ges~mtdurchmesser 
bestimmb~r. Die Doppelwerte bei den Gefrierschnii~en entsprechen den im Text~ erw~hnten 
region~len Un~erschieden. 

Die Auswer tung  der  Au/ l ich tphotogramme a m  Tubu lus  contortus I ergibt ,  d~B 
hyper ton i sche  LSsungen zwar  auch in vivo zu einer Lumenerwei te rung  ffihren; 
die prozentuale  Zunahme der  p rox imalen  Lumendurchmesse r  erscheint  hier 
mi~ rund  5 0 - - 6 0 %  bei der  K a t z e  und  4,5% bei  kle inen bzw. 21,5% bei  grol~en 
R a t t e n  aber  wesent l ich geringer als im histologischen Schni t t  (bei den K a t z e n  
mindes tens  200, bei  kle inen R a t t e n  mindes tens  290 % ; Tabel le  1, 3 und  4, Abb.  1 
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A r t  des 
Versuches 

Auflicht in 
vivo 

Auflicht nach 
Hilusdurch- 

trennung 
Gefrierschnitt 

nach Ein- 
frieren mit 
C02-Azeton 

Paraffin- 
sehnitt naeh 
Fixierung in 

Carnoy 
Paraffin- 

schnitt nach 
Fixierung in 

Itelly 

Tabelle 3 
( 

Ant id iurese  2r 

Quer- N ~ Gesamt-  
~chnitts- ~-N durch-  

fl~ehe ~ ~ messer  

912• 5 39,2• 

$78• 5 38,44-1,9! 

Lllmen- Quer - 
durch-  schnit ts-  

messer-  fl~che 

(~) (~) 

17,1 4-1,5 970 • 61 

(15,6"**) (970 ~ 61) 

11,7 • 3,02 1140 • 64 

13,9 • 0,8 1088 • 47 

10,0 • 2,8 480 • 14 

9 

6 

5 

8 

10 

Gesamt-  Lt tmen- 
durch- durch-  
messer  rnesser 

(z) (~) 

37,8• 16,4• 

33,4 • 2,1 0 

40,6• 0,5 •  

35,8 -4- 1,2 3,8 • 0,2 

26,6 • 3,9 2,3 ~ 1,6 

schni t ts-  

Mittelwerte und mittlere Fehler aus Messungen proximaler Tubuli von 70--80 g schweren 
Ratten im Auflieht und nach histologiseher Aufarbeitung bei Antidiurese und osmotiseher 
Diurese. 

Es wurden mindestens je zehn Gesamt- und Lumendurehmesser bestimmt und daraus 
die Quersehnittsfl~che des Epithels berechnet. Bei osmotischer Diurese erfolgten die Mes- 
sungen etwa 5 rain nach intraven6ser StoBinjektion yon 6,25 ml einer 30 %igen Mannitl6sung 
pro kg. Die P-Werte ( * = p < 0 , 0 5 ,  * * = p < 0 , 0 1 ,  * * * = p <  0,001, keine Angaben=  
p > 0,05) beziehen sich jeweils auf den Unterschied zwischen An~idiurese und Mannitdiurese. 

Die auflichtmikroskopischen Werte nach Hilusdurchtrennung wurden mit Hilfe der 
Methylenblauf~rbung in vivo gewonnen; die eingeklammerten Lumendurchmesser wurden 
unter der Annahme gleichbleibender Querschnittsfl~chen aus dem hier allein megbaren 
Gesamtdurchmesser berechnet. Die Angaben fiir carnoy- und hellyfixierte Paraffinschnitte 
sind den Arbeiten yon BRUNNER U. Mitarb. sowie SCHUBERT U. Mitarb. entnommen. 

und  5) 1. Gleiehzeit ig f/~llt auf, dab  die Lumendurchmesse r  an t id iure t i scher  
K a t z e n  und  R a t t e r  in vivo um Gr6genordnungen  fiber jenen im Sc hn i t t p r~pa ra t  
l iegen (Abb. 1--5) .  E r s t  Un te rb rechung  der  F i l t r a t i o n  durch  A o r t e n a b k l e m m u n g  
oder  H i lu sdu rch t r ennung  ffihrt  un t e r  dem Auf l i ch tmikroskop  innerha lb  yon  20 sec 
(bis 2 rain) zu einer wesent l ichen Verminderung  oder  zum Verschwinden der  
p rox ima len  Tubu lus lumina  (Tabelle 4 bzw. 1 und  3, Abb.  1--4) .  I m  Gegensatz  
zur  Ant id iurese  k o m m t  es bei  osmot ischer  Diurese durch  die A o r t e n a b k l e m m u n g  
oder  H i lusdurch t r ennung  nur  zu einer A b n a h m e  des Lumendurchmesse r s  um 
17--30  bzw. 8,7 und  14,8% (Tabelle 1, 3 und  4). Die histologische Dars te l lung  
der  p rox ima len  Tubulusd imens ionen  geht  demnaeh  bei  Ant id iurese  irreff ihrender-  
weise vom Zus t and  pos tmor t a l  , ,kol labier ter"  Tubul i  aus und  gibt  die re la t ive  
Lumenerwe i t e rung  bei  Infus ion hyper ton i sche r  L6sungen - -  auf Grund  tier b ier  

J Die allgemein geiibte und bier zum VergMch mit den Ergebnissen anderer Autoren 
beibehaltene Angabe der Lumenerweiterung in Prozenten des Kontrollwerts bei Antidiurese 
is~ nich~ sehr gliicklich, da dieser Kontrollwert bei der histologischen Darstellung gegen 0 
konvergiert. 
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wesentlieh geringeren postmortalen Abnahme des Lumendurchmessers  - -  in der 
Richtung zwar unverfalscht,  jedoch stark iibertrieben wieder (Abb. 7). Detaillier- 
ter Vergleich der histologischen Daten  ergibt, da$ sekundgre - -  fiir Antidiurese 
und  osmotische Diurese h/~ufig verschiedene - -  Fehler infolge spezieller histo- 
logischer Prozeduren zu den vorangehenden postmortalen Veri~nderungen der 

A_bb. 3 a - - c .  Aufl icht-Mikro!ohotogramme der ~Nierenoberfl~iche einer  3 2 0 g  schweren,  m~tnnlichen 
tLatte bei Antidiurese.  I n  2~bb. 3a  ist nach  Lissamin-Stoi~injektion alas L u m e n  eines distalen Tubulus  
4unkel  gefgrbt .  Abb.  3b zeigt die gleiche SteUe nach  ~e thy lenblanf&rbung  in vivo,  Abb.  3 c 6 rain nacn 

Hi lusdurch t rennung  

&bb. 4 a ~ .  Wiederholung des Versuchs in Abb. 2 bei s t~rkerer  VergrSl~erung. a E rneu t e  Lissamin-  
I )ars te l lung eines distalen Tubulus.  b Zus t an4  40 see nach  Aor t enabk l emmung .  c Part iel le  ]~2ompres- 

sion des distalen Tubulns  2,5 rain nach  WiedererSffnung der  insgesamt  & rain gesehlossenen 
Aor tonk lemme 

Lumenweite  hinzukommen.  Es wird sp/~ter zu besprechen sein, ob die auflicht- 
mikroskopischen Ergebnisse nach Aor tenabklemmung oder Hi lusdurchtrennung 
im Einzelfall zur quant i ta t iven Bes t immung dieser histologisch-artefiziellen 
Abweichungen dienen kSnnen. 

~bersichtshalber wurden die Lumendurchmesser der gewundenen ttauptstiicke im Auflicht 
auch bei gr5$eren Kon*rollrat~en bis zu 410 g ermittelt. Nach Abb. 8 nehmen die Lumendurch- 
messer mi~ dem K6rpergewicht yon 15 auf Werte yon fund 20/~ zu. 

I m  Gegensatz zum Tubulus contortus I ffihren hyper~onische LSsungen in vivo 
am Tubulus contortus I I  der Ra t te  zu betr/ichtlichen Lumenerweiterungen urn 
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rund 70 % (vgl. Tabelle 4 und Abb. 5 sowie GOTTSCtL&LK U. MYLLE sowie TItV~AV 
u. DEETJE~). Weiterhin nehmen die distalen Tubuluslumina bei osmotischer 
Diurese und Antidiurese infolge Aortenabklemmung nur wenig ab (Abb. 2 und 4). 

Abb. 5a  u . b .  l~'[ikrophotogramme der Nierenoberfl~che einer  320 g schweren,  m/innlichen Ra t t e  in 
vivo.  a Lissamindars te l lung distaler Tubul i  bei Antidiurese.  b Gleiehe Stelle 7 rain naeh  in t ravenSser  

Stoginjekt ion yon  6,25 ml  30 %iger lVfannitl6sung/kg 

Abb.  6a  u . b .  Mik ropho tog ramme der  m i t  5{ethylenblan lokM angefg rb ten  Nierenoberfl~che einer  
75 g sehweren I~atte bei osmo$ischer Diurese. a I n  vivo,  10 rain nach  in t r aven6se r  Sto/3injektion ~ron 

6,25 m l  einer  30 %igen ~fannitlSsung/kg. b Gleiche Stelle, 2,5 m i n  n~ch Hilusdllrchtrenn~lng 

I m  Gegensatz zum proximalen Tubuluslumen geht demnaeh die /ibliehe histo- 
logisehe Darstellung der distalen Lumina aueh bei Antidiurese yon Werten aus, 
die sieh yon jenen in vivo nieht wesentlieh unterseheiden. 
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Art des 
Versuches 

Vor Aorten- 
abklemmung 

A % naeh 
Aorten- 

abklemmung 

Vor Aorten- 
abklemmung 

A % naeh 
Aorten- 

abklemmung 

Tabelle 4 

I P r o x i m a l e  T u b u l i  Qller - #2 ~r I 

| Gesamt- Lumen- ~ ~ 
I ~ ~ dutch- 4nreh- schnitts- I es ~ ~ I ~ ~ "~ 

~ messer(Iz)messer(tz),l~tehe(~t2)l~ 
I 

Distale Tubuli 

Gesamt- Lumen - Quer-  
dutch- d u r c h -  schnitts - 

messer (~) [ messer (~) I flache (~) 

24 

8 

48,5 
-- 0,63 

- -  1 2 , 5  % 
• 1,28 

52,8 
• 

- -  1 , 9  

Antidiurese: 
22,8 1439 8 

• :L 44,2 
--75,2% --2,5% 5 
~1,18 • 

Mannitdiurese : 
27,7 1585 4 

• 0,55 • 44 
--14,8% +2,5% 2 

14 

10 

4 

2 

42,7 
• 
• 2,2 ~o 
•  

53,1 
• 
--2,7 )/o 

18,1 1171 
• 1,31 :~ 90 
+0,8% +4,5% 
• 4,15 • 3,05 

30,4 1498 
-4- 1,71 • 178 
--3,9% --4,3% 

Mittelwerte und mittlere Fehler proximaler und distaler Tubuli yon 300---330 g sehweren 
m~nnlichen ]~atten in vivo unter Antidiurese und osmotiseher Diurese sowie naeh Aorten- 
ebk]emmung. 

Es wurden mindestens zehn loroximale Gesamt- und Lumendurehmesser pro Tier gemittelt 
und daraus die Querschnittsflgehe des Epithels bereehnet. Die geringere Anzahl der Bestim- 
mungen an distalen Tubuli ist gesondert angegeben. Die osmotisehe Diurese wurde durch 
intr~ven6se Stoginjektion yon 6,25 ml 30%iger Mannitl6sung/kg erzeugt. Die Werte vor 
Aortenabklemmung f~nden sich 2--5 rain nach dem MannitstoB. 

Fiir den Zustand bei Aortenabklemmung sind nur die Mittelwerte aus den individuellen 
prozentualen Abweiehungen vom unmittelbar vorhergehenden Kontrollwert angegeben, 
und zwar fiir Antidiurese an sechs Ratten 2 min nach Beginn der Aortenabklemmung und an 
je einem Tier naeh 3 bzw. 5,5 min. Die Werte b]ieben yon der 2. min an stabil. Bei osmoti- 
scher Diurese erfolgte die Aortenabklemmung 5 rain naeh dem MannitstoB und dauerte 
2 min. Da die Tubulusdimensionen an der ausgebluteten Niere bei osmotischer Diurese nicht 
bestimmt werden konnten, muBten hier die Aufnahmen 30 bzw. 50 see nach Wiederer6ffnung 
der Aorta gewonnen werden. 

Erst  nach Wiederer6ffnung der Aortenklemme,  d . h .  bei wiederkehrender 
F i l t ra t ion  u n d  erneuter  Erwei terung proximaler  T ibulu  kam es bei Antidiurese 
zum distalen , ,Tubuluskollaps" (Abb. 4, s. Bespreehung der Versuehsergebnisse). 
5 - -10  min  naeh Beseit igung der Aor tenklemme war das distale Tubu lus lumen  

wieder in  seiner urspri ingliehen Form zu erkennen.  

Unter spi~ter anzuffihrenden Vorbehalten kann dureh indirekt~n Vergleieh mit dem aul- 
liehtmikroskopisehen Ergebnis an groBen Ratten abgesehi*tzt werden, mit weleher Ge- 
nauigkeit die einzelnen histologisehen Veffahren die distale Lumenerweiterung bei osmotiseher 
Diurese wiedergeben (Tabelle 5). 

Lau t  Tabelle 1 stellen sieh die Tubu lus lumina  im histologischen Sehni t t  
auch nach Infus ion kleiner Mengen isotonischer Mannit-  und KochsalzlSsung 

weiter dar  als beim Kontrol l t ier .  Dieser Effekt ist durch Infus ion  gr6Berer Mengen 
isotonischer Manni t -  und  Tyrodel6sung regelm/tBiger und  deutl icher zu erzielen 
(Tabelle 2). Wie schon bei Infus ion hypertonischer  L6sungen erscheint die pro- 
zentuale Zunahme des proximalen Lumendurchmessers  bei Tyrodeinfusion in  
vivo geringer als im histologischen Schnitt .  Aor tenabk lemmung  oder Hilusdurch-  
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trennung vor und naeh Tyrodeinfusion deeken auf, dab diese Diskrepanz aueh hier 
auf den wesentlieh st~rkeren postmortalen ,,Tubuluskollaps" bei Antidiurese 
zuriiekzuftihren ist (Tabelle 6). 

Zur Erkl~Lrung der ,,postmortalen" Ver~nderungen wurde die naeh Aortenabklemmung 
ausgeschiedene Urinmenge bestimmt. Vor der Abklemmung betrug die Diurese einer Niere 
bei fiinf Kontrol]ratten yon 310--350 g 1,8--5# 1/min, bei Tyrodeinfusion 12--65#l/rain 
und bei fiinf gatten mit Mannitdiurese 30--60 #l/rain. Nach SchluB der Aortenklemme wurden 
nur beJ zwei Kontrollra~ten in 30 bzw. 90 see noch insgesamt 0,5 bzw. 1,6 ttl Urin ausgeschie- 
den; bei Tyrodeinfusiola betrug dieser Wert rund 2 ~1, bei Mannitdiurese an zwei Tieren 6,5 

Anl/c//?/rese Hann/ld/urese 

Aufl/ckk Auf//~kr Aufllckr Auf//ck/ 
in vivo Doolmor/al ih vivo pomtinorta/ 

37,8p//~p -1/,G%/-100% +3,7%/+4.3% +/,5%/-4,9% 
912p. 2 ~ ----. Q3~7 % + ~  

Carmo/ He/// Carnoy ttell/ 
-5,,3%/-77% -29,,5%/-86% +~3%/-152% -29,4%]-39% 

+I0,2% gefr/e, rsckn/lk -38,8 % +lY,$ % gef/-/ersckn#k -4<7"2 % 
+z~ %/-~7% )-s,G%/-28,#% 

+39,8% +25% 
~-bb. 7. Schematische Dars te l lung proximaler  Tnbulusquorschni~te yon 70--80 g schwcren R a t t e n  
(vgl. Tabelle 3). Links: antidiuretische t~ontrollratten; rechts: 5 rain math intravenSser Stol~injektion 
yon 6,25 ml 30 %iger Mannitl6sung/kg. Obere Halbkreise: Auflichtmikroskopische Ergebnisse, links 
jeweils in vivo, rcchts 5 rain nach Hilnsdurchtrennnng. Untere Halbkreise: histologische Ergebnisse 
(Paras naoh Carnoy- bzw. Helly-Fixiernng sowie Gefrierschnittc nach Einfrieren mit 
CO._,-Aeeton). Die beigeffigtcn Zahlen geben ftir Gesamtdurchmesser, L~mendurchmesser ~nd Qner- 
schnittsfl~chen jeweils die prozentnale Abweichnng yore tt:ontrollwert bei Antidinrese in vivo wieder 

bei den iibrigen 21, 5, 27 und 36 #1. Bei zwei Konfrollkatzen lieferte eine Niere nach Aorten- 
abklemmung noch rund 10 #l, bei einer Ka~ze mit Mannifdiurese innerhMb 5 rain noch 150/~1 
Urin. 

Die Wirkung osmotiseher Diuretica auf die fibrigen Tubulusdimensionen ist 
- -  im Gegensatz zum Tubu lus lumen  - -  oft n icht  mi t  ausreiehender Genanigkei t  
zu ermit teln.  Der Gesamtdurchmesser  D e varriierf  im R a h m e n  der anzutref fenden 
Rela t ionen  Gesamt- /Lumendurehmesser  bei reiner oder vorwiegender Quer- 
drehung der Tubul i  aus geometrischen Gri inden wesentlieh weniger als der Lumen-  
durehmesser  De, so dab selbst gleiehe Mel3fehler ffir Lumen-  u n d  Gesamtdureh-  
messer, wie etwa im histologischen Sehnit t ,  bei der Beurte i lung des Gesamt- 
durchmessers nnfer  verschiedenen Diuresezusti~nden entspreehend sehwerer ins 
Gewieht fallen. Bei der aufl ichtmikroskopisehen Bes t immung  des Gesam~- 
durchmessers (wie allgemein der guBeren Tubu l u skon t u r e n  und  entsprechend 
auch yon Lgngengnderungen  bestimm~er Tubulusabsehni t te )  kommen,  wie sp/iter 
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n~her auszuffihren, u. U. noch spezifische Fehlerquellen hinzu. Da der Gesamt- 
durchmesser nach 

die Querschnittsfl/iche des Epithels F bei der vorgegebenen Relation DglDI>>I 
maBgeblich bestimmt, gelten die gleichen Einschr/inkungen auch fiir die Quer- 
schnittsfl/~che des Tubulusepithels und rechtfertigen ffir diese und den Gesamt- 
durchmesser vorerst nur e~ne summarische Darstellung. 

2~ 

~ r  

g0 

20 

' / 00  I r 2 0 f f  1 IJO0 I 1400 9 Y 

Abb. 8. Beziehung zwischen Tiergewicht und  proximalen Tub~lusdimensionen bei antidiuretisehen 
Kontrollratten in r ive.  Obere Punkte :  Gesamtd~rchmesser; untere P~nkte:  Lumendurehmesser;  
Verbindungslinie: doppelte ~Vandst~rke aus jeweils mindestens 10 Auflichtmessungen pro Tier. 

Abszisse : Tiergewicht in Graram ; Ordinate : Durchmesser in 

Tabel le  5 

Gesamt -  
durch-  
messe r  

L u m e n  - 
durch-  
messe r  

Quer-  
schn i t t s -  

f lkche 

A~flicht, 
Mannit  
in vivo 

Ratten Katzen 

+24,3% 

+ 68,0 % 

+ 2 7 , 4 %  

Paraffinschnitt 

Carney Helly 
Mannit Mannit 

@5,1% + 1 4 , 4 %  

@49,5% @162% 

+ 2 , 5 %  - 

Paraffinsehnit t  
Helly 

Gefrierschnitt 
na t iv  

Gefrierschnitt 
gefhrbt 

Saccha- 
Mannit  I rose 

+ 2 , 1 %  - - 1 , 5 %  

*** @29,5% + 3 1 , 5 %  

- -18 ,1% - - 2 5 , 0 %  

Mannit  

+ ~ 7 , 3 %  

+ 3 4 , 7 %  

Saecha- iWfannit 
rose 

-20,3 % +25,1~ 

-42,2% + 4 9 , 8 %  

~0 +12,8% 

Saeeha- 
rose 

+ 19,5 % 

+ 5 9 , 6 %  

- - 1 8 , 5 %  

Mit t lere  p rozen tua le  A n d e r u n g  dis ta ler  T u b u l u s d i m e n s i o n e n  u n t e r  osmot i scher  Diurese  
im Verh~l tn is  zu r  an t i d iu r e t i s chen  Kont ro] le  (* ~ p <  0,05, ** = p <  0,01, *** = p <  0,001 ; 
ke ine  A n g a b e n  - -  p > 0,05). 
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Die Auflichtwerte sind der Tabelle 4, die Paraffinschnitt-Werte nach Carnoy- bzw. 
Kelly-Fixierung an t~atten den Arbeiten yon BRUI~ER U. Mitarb. bzw. SC~UBEnT U. Mit~rb. 
entnommen; die Ergebnisse an Katzen entst~mmen Tabelle 1. 

Die Mannitgaben/kg KSrpergewicht an Ratten und Katzen sind verschieden (vgl. Legende 
Tabelle 4 und 1). 

N a c h  den  au/lichtmikroskopischen E r g e b n i s s e n  n e h m e n  bei  Mann i t -  u n d  

T y r o d e i n f u s i o n  n e b e n  den  L u m i n a  r ege lmg~ ig  a u c h  die Gesamtdurchmesser zu  

(Abb.  1 u n d  5). Diese  VergrS l )e rung  de r  G e s a m t d u r c h m e s s e r  i s t  i m  Ve rhg l t n i s  

z u r  g l e i chze i t i gen  L u m e n e r w e i t e r u n g  s tgrker ,  als bei  e in f ache r  Q u e r d e h n u n g  

d e r  T u b u l i  zu  e r w a r t e n  wgre ,  so dal) bei  Mann i t -  u n d  T y r o d e i n f u s i o n  auch  die 

Querschnitts/li~che des E p i t h e l s  p r o x i m a l  u n d  besonders  deu t l i ch  d i s ta l  z u n i m m t  

(Tabe l le  l ,  4 u n d  6). 

An Hand charakteristischer Stellen der Zirkumferenz gestreckt verluufender Kanglchen 
wurde nach Mannitinfusion an 32 proximalen und fiinf distalen Tubuli 310--330 g schwerer 
l~atten aul]erdem eine mittlere Lgngenzunahme um 7,6 bzw. 12,9 % gemessen. Beriicksichtigt 
man die jeweilige VergrS~erung der Querschnittsflgche in T~belle 4, so wfirde sich aus diesen 
Lgngengnderungen eine Zunahme des proximalen Epithelvolumens um rund 18% und des 
distalen Epithelvolumens um fund 42 % errechnen. Nach 25 rain Tyrodeinfusion betrug die 
Zunahme der Querschnittsflgche am proximalen Tubulus zweier l%atten 8 und 26%, die 
Lgngenzunahme 8 und 10%, die daraus errechnete Vergr5iterung des Epithelvolumens 20 
bzw. 40% (vgl. Tabe]le 6). 

Tabelle 6 

0 

2 

29 

34 
36,5 

38,5 

54 
56 

58,5 

65 
77 
78 

94 

Gekf i rz tes  Versuchs -  
p r o t o k o l l  

Kontrollwert bei Anti- 
diurese . . . . .  

3 min Aortenabklem- 
mung ~ . . . . . .  

Beginn der Tyrode- 
infusion . . . . .  

2,5 min Aorten- 
abklemmung . . . 

4 min Aorten- 
abklemmung 1 . . . 

2 min Aorten- 
abklemmung . . . 

4,5 min Aorten- 
abklemmung 1 . . . 

Ende der Tyrode- 
infusion, I-[ilus- 
durchtrennung 

Diurese  
e ine r  Nie re  

(~ i /min )  

12 

65 

700 
500 

G e s a m t -  
durchmesser 

(u) 

52,9 

45,9 

54,4 

54,0 

54,7 
57,6 

55,0 

56,2 
59,2 
60,32 

53,02 

Ll.llYt(3n - 
d u r c h m e s s e r  

(I*) 

27,8 

9,9 

32,0 

23,1 

23,8 
33,3 

28,0 

25,0 
36,5 
38,8 

(25,6) 

1 Nach der Aufn~hme jeweils WiederSffnung der Aortenklemme. 
2 Nach ~Iethylenblau~grbung in vivo gewonnen. 
a Mittelwert aus jewei]s nur drei Messungen. 

Quer  - 
schnitts- 

f lgche  ( ~ )  

1590 

1580 

1520 

1870 

1905 
1730 

1755 

1980 
1690 
1690 

(1690) 

T u b u l u s l g n g e  
i n  % 

( A n t i d i u r e s e  
= 100 %) 

100 

92,8 

104,3 

102,7 

102,9 
108,1 

104,6 

103,4 
102,8 
102,5 a 

92,2 a 

Auflichtmikroskopische Mittelwerte der gleichen zehn proximalen Tubuli vor und bei 
Tyrodeinfusion; Ratte,  330 g. Neben Gesamt- und Lumendurchmesser wurde die prozentuule 
Lgngengnderung gestreckt verlaufender Tubulusabschnitte gemessen und die Querschnitts- 
flgche des Epithels berechnet. Die Mikrophotogramme erfolgten bei Aortenabklemmung jeweils 
am Ende der angegebenen Versuchsperioden. Die intravenSse Tyrodeinfusion lief nach einem 
Sto~ yon 33 ml/kg pro min mit  einer Geschwindigkeit yon 6,5 ml/kg/min bis zur Hilusdurch- 
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trennung.  Der eingeklammerte Lumendurchmesser wurde unter  Annahme gleichbleibender 
Querschnittsflachen aus dem Gesamtdurchmesser berechnet.  

I m  histologischen Schnitt e r s c h e i n e n  die  p r o x i m a l e n  u n d  d i s t ~ l e n  Gesamt- 
durchmesser n a c h  I n f u s i o n  h y p e r t o n i s c h e r  u n d  i s o t o n i s c h e r  L S s u n g e n  i m  Gegen-  

s a t z  z u  d e n  L u m i n ~  n i c h t  regelmi~Big e r w e i t e r t  ; be i  H e l l y - F i x i e r u n g  k o m m e n  s o g a r  

A b n a h m e n  des  G e s a m t d u r c h m e s s e r s  vor .  D ie  Querschnitts/l#iche s t e l l t  s ich  i m  

S c h n i t t p r / ~ p a r a t  be i  d e r  o s m o t i s c h e r  u n d  T y r o d e - D i u r e s e  - -  i m  G e g e n s a t z  z u m  

a u f l i c h t m i k r o s k o p i s c h e n  E r g e b n i s  - -  m e i s t  u n d  v o r  a l l e m  b e i  H e l l y - F i x i e r u n g  

k l e i n e r  d a r  a]s b e i m  K o n t r o l l t i e r  u n d  i s t  n u r  a n  G e f r i e r s c h n i t t e n  sowie  be i  C a r n o y -  

F i x i e r u n g  g e l e g e n t l i c h  v e r g r S B e r t  (Tabe l l e  1, 2 u u d  3). 

Tabelle 7 

Art des Versuches 

a) Antidiuretisches Kon- 
trolltier . . . . . .  

b) Antidiuretisches Kon- 
trolltier mi t  Aorten- 
abklemmung . . . .  

c) Antidiuretisches Kon- 
trolltier mi t  Hilus- 
durcht rennung . . . 

d) Mannitdiurese . . . 

e) 1Y[armitdiurese mi t  
t t i lusdurcht rennung . 

1 Siehe Legende. 

Auflicht in vivo 

Ge- Lu- Quer- 
saint - men- 
dutch- durch- I schn.- Flache messer messer I 

(~) (~) (~) 

42,8 1 7 , 4  1200 

45,6 18,8 1360 

46,7 24,9 1235 
55,2 32,1 1590 

55,8 29,5 1770 

Auflicht nach 2 min 
Aortenabklemmung 

bzw. nach 5 rain 
Hilusdurchtrennung 

Ge- Lu- Quer- 
samt- men- schn.- 
durch- dutch- F]ache 

messer messer 
(~) (~) (~) 

�9 /. . / .  . / .  

17,4 0 1100 

? 1V . 

"/3 24,9 '/3 

Schnittpr~tparat im 
Phasenkontrast nach 

Osmiumfixierung 

Ge- 'Lu- Quer- 
saint- men- schn.- 
dutch- dutch- F]~che 
messe ' messer 

(~) (~) (~") 

45,3 18,3 1350 

39,8 0 1240 

41,8 0 1370 
46,0 28,9 1015 

44,1 22,7 1125 

Proximale Tubulusdimensionen yon fiinf 310--350 g schweren mEnnlichen R a t t e n  im 
Auflichtmikroskop und  im Schnit tpri iparat  nach Osmiumfixierung. 

Die FixierlSsung (Caulfield-Puffer) wurde lokal im AnschluB an  die letzte Mikrophoto- 
graphie, also bei a, b und  d bereits in vivo aufgebracht.  Fiir  die (phasenkontrastmikro- 
skopische) Untersuchung wurde nur  der innerhalb 10 rain yon der Nierenoberfl~i.che aus 
anfixierte Bezirk der Iqierenrinde yon 2- -3  mm Tiefe herausgeschnitten,  durchfixiert,  in 
Araldit  eingebettet  und  geschnitten. Es wurden jeweils mindestens zehn Gesamt- sowie 
Lumendurchmesser  bes t immt und  gemittelt ,  daraus die Querschnittfl~che des Epithels 
berechnet.  

Die T i e r e d  und  e erhielten dreimal je 6,25 ml 30%iger MannitlSsung/kg als intraven6se 
StoBinjektion im Abstand  yon jeweils 5 rain. Die Aufn~hmen erfolgten 5 rain nach dem 
letzten MannitstoB, bei e wurde anschlieBend sofort der Hilus durcht rennt ;  der Gesamtdurch- 
messer war hier n icht  bes t immbar  (s. Methodik). 

Die Unsicherheit  der routinem~Bigen histologischen Darste]]ung geht  auch fiir Gesamt- 
durchmesser und  Querschnittsfl~che aus dem Vergleich der histologischen Ergebnisse unter- 
ein~nder hervor. Wie beim Lumendurchmesser  miiBten zur Absch~tzung der gemeinsamen 
, ,postmortalen" und  jeweils spezifischen, histologischen Artefakte auoh hinsichtlich dieser 
Tubulusdimensionen die auflichtmlkroskopischen Werte  nach Hilusdurchtrennung oder 
Aortenabklemmung herangezogen werden. Die ~ufliohtmikroskopische Best immung der 
Gesamtdurehmesser an der entblute ten  Niere ist jedoch mit  einer zus~tzlichen Versehlechte- 
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rung der optisehen Verhgltnisse infolge Kontrastabnahme belastet. Dies mindert - -  zusammen 
mit den oben erwghnten Fehlerquellen - -  den Wert einer eingehenden Kritik der histologischen 
Ergebnisse. Allgemein diirfte gelten, dag die angefiihrten Diskrepanzen zwischen der auflicht- 
mikroskopischen und histologisehen Beurteilung des Effekts osmotischer Diuretiea an Gesamt- 
durchmesser und Quersehnittsflgche - -  infolge geringer ,,postmortaler" Vergnderungen der 
Querschnittsflgehe - -  sich aueh bei Beriicksiehtigung der aufliehtmikroskopischen Werte 
naeh Aortenabklemmung ergeben und demnach dureh histologische Artefakte bedingt sin& 
Lediglieh bei der Xatze nimmt die bei Mannitinjektion under dem Auftichtmikroskop ver- 
grSl3ert erscheinende proximale Quersehnittsflgehe ,,postmortal" wider  auf den Wert bei 
Antidiurese ab, so dab hier das histologisehe Ergebnis besser mit dem auflichtmikroskoloischen 
naeh Aortenabklemmung iibereinstimmt (Tabelle 1, 3 und 4). 

Die Lgnge der distalen Tubuli nahm an seehs Kontrollratten yon Tabelle 4 und zwei 
t~atten mit osmotiseher Diurese ,,postmortal" nur um 1,2 bzw. 0,7% ab. Am proximMen 
Tubulus fiihrte /-Iilusdurchtrennung oder Aortenabklemmung bei Kontrolltieren zu einer 
Lgngenabnahme um 4,7% (32 Tubuli), bei osmostiseher Diurese um 3,1% und bei Tyrode- 
infusion um 5--6% (seehs Tubuli). 

Diskussion 

Zur Kritik, der Methoder~ 

Die mit  Hilfe verschiedener histologischer Methoden best immten Tubulus- 
dimensionen weiehen in der Regel deutlieh voneinander  ab. Daraus ergibt sich 
vor  allem ftir die aus geometrischen Gr/inden stgrker variierendcn Tubulus- 
lumina eindeutig, dab im tI6chstfal l  ein Vcrfahren die tatsgchlichen Werte  
wiedergibt.  Von anderer Seite war angenommen worden, dab diese methodischen 
Fehler  bei Antidiurese und osmotischer Diurese jeweils gleich, die morphologischen 
Auswirkungen osmotischer Diuretica daher auch mi~ konventionellen Verfahren 
zuverlgssig zu ermitteln seien. Wfirde diese Annahme zutrelfen, so miigten die 
prozentualen Vergnderungen dcr Tubu]usdimensionen bei Mannit- oder Saccha- 
rosegabe unabhgngig  yon  der verwendeten Methode fibereinstimmen. Dies ist 
laut Tabelle 5 am Tubulus eontortus I I  aber keineswegs der Fall;  am Tubulus 
contor tus  I werden die - -  durchaus ghnliehen - -  spezifisch-histologischen Arte- 
fakte allcrdings dureh eine zweite, gr61~ere Fehlerquelle, den postmortalen proxi- 
malen ,,Lumenkollaps" fiberspielt, so da6 bier alle histologischen Verfahren im 
Prinzip zum gleichen Ergebifis einer fibertrieben dargestellten Lumenerwei terung 
bei Mannitgabe fiihren. Am dista]en Tubulus dagegen stehen beim Vergleich 
yon Nieren im Zus tand der Antidiurese und osmotischen Diurese die spezifisch- 
histologischen Artefakte  infolge wesentlich geringerer postmortaler  Vergnderung 
stgrker im Vordergruncl (vgl. dagegen HaNssE~). 

Ursprtinglich bestand die Absicht, genaue Fehlerbreiten einzelner histo- 
logischer Methoden an H a n d  der Auflichtmikroskopie zu ermitteln. Diese sollten 
sich - -  unter  Berfieksichtigung der postmortalen Vergnderungen - -  jeweils aus 
dem Vergleich tIistologie: Auflichtmikroskopie nach Hi lusdurchtrennung oder 
Aor tenabklemmung ergeben. Folgende Grfinde sprechen gegen dieses Vorhaben:  

1. I m  histologischen Schnit t  wurden allgemein tie/er gelegene im Auflicht 
naturgemgB aussehlieglich subkapsuliire Abschnitte yon Tubuli contorti I und I I  
berficksichtigt. Es ]ggt sich mit  den hier vcrwendeten Methoden abet  nicht  ent- 
scheiden, ob die Dimensionen yon Tubuli  contort i  I und I I  in beiden I~egionen 
identisch sind. 

Virchows Arch. path.  Anat.,  Bd. 336 36 
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Auffallende Unterschiede zwischen den Dimensionen subkapsul~rer und tiefer gelegener 
Tubuli sind weder in Paraffin- noch in Gefrierschnitten zu erkennen, es sei denn, die post- 
mortalen Ver~nderungen wiirden bei letzteren in der Tiefe des Gewebes mit  allzu grol~er Ver- 
z6geruug unterdriickt (vgl. HANSSEN). Im Gefrierschnitt behindert neben der verschiedenen 
Einffiergeschwindigkeit I die ,,Randsch~digung" infolge Austrocknung den stichhaltigen 
Vergleieh; Fixierartefakte wieder k6nnen sieh durch die fortschreitende Verdfinnung des 
Fixiermittels im Gewebe verschieden auswirken 2. 

Ahnliches gilt auch fiir die Osmium-Fixierung in vivo (vgl. PEASE). Diese bietet im Gegen- 
satz zur fibliehen Fixierung nach Nierenentnahme immerhin die MSgliehkeit, proximale 
Lumendurehmesser aueh am autidiuretisehen Tier gr61~enordnungsm~ig richtig darzustellen 
(Tabelle 7, Abb. 9). Leider waren aueh hier die olotisehen Verh~ltnisse nicht ausreichend, um 
die Herstellung der Sehnitte fiber alle Stufen auflichtmikroskopiseh zu kontrollieren (s. Legen- 
de). Im Hinbliek auf die Funktion subkapsul~rer Tubuli ist bemerkenswert, da~ der inter- 
stitielle l~aum auch naeh Dekapsulation durch Reste lest adhiirierender Kapsellamellen naeh 
au[~en noeh abgesehlossen erscheint (Abb. 9). 

2. Die  F r a g e  n a c h  der  Zuverliissigkeit der au]lichtmikroskopischen Bestimmung 
von Tubulusdimensionen is t  unseres  E r a c h t e n s  ffir  das  Tubuluslumen m i t  aus-  

r e i c h e n d e r  Gen~u igke i t  zu  b e a n t w o r t e n .  

Das proximale Tubuluslumen wird im Auflieht dureh helle Streifen begrenzt, die mit  dem 
starker reflektierenden Bfirstensaum identisch sein dfirften. Mikropunktion mit anschlie- 
l~ender Darstellung des Lumens dureh 61- oder wassergel6ste Farbstoffe sowie intraven6se 
Farbstoffinjektionen ergaben dementspreehend Lumendurehmesser, die dem vorher gemes- 
senen Abstand der hellen S~ume entspraehen. Weiterhin stimmte die Breite der reflektieren- 
den Streifen mit der elektronenoptiseh bestimmten Dicke des Bfirstensaumes yon 3,0--3,5 # 
an 350 g sehweren I~atten iiberein. 

Nimmt der proximale Gesamtdurehmesser bei Unterbrechung der Filtration infolge Aorten- 
abklemmung beim antidiuretischen Tier innerha.lb yon 20 see (bis 2 min) um rund 15 % ab, so 
versehwinden die hellen S~ume (,,Tubuhskollaps"). Da sieh dabei die Querschnittsflgche 
des Lumens - - u n t e r  Annahme unver~nderter Querschnittsfl~ehen des Epithels --- zum Wert 
0 bereehnet, seheint es sieh um eine Desorientierung der sich berfihrenden bzw. ineinander- 
faltenden Bfirstensgume zu handeln~. Da~ es sieh dabei nicht etwa um Folgen der 
Anoxybiose handelt, geht aus dem Verhalten bei Aortenabklemmung naeh Mannit- und 
Tyrodegaben sowie daraus hervor, dab die hellen S~ume postmortal kollabierter Tubuli 
bei kfinstlicher Wiederer6ffmmg der Lumina durch intratubul~re Mikroinjektion wieder 
erseheinen. Zum Teil kann man bei Aortenabklemmung sehen, wie die hellen Streifen 
zur Mitre des Lumens hin zusammenrficken, und fas~ verd~mmern. Charakteristisch ist, 

1 Die regionalen Untersehiede der Tubulusdimensionen in Tabelle 1 und 2 z. B. k6nnten 
die Folge versehiedener Einfriergeschwindigkeit sein. Bei den Gefrierschnitten kommen zur 
Ausdehnung des Gewebes beim Einfrieren - -  bei der Katze rund 5 % - -  offensiehtlieh noch 
weitere Fehlerquellen hinzu, die durch Kontrolle der einzelnen Arbeitsg~nge erst auszusehlie- 
13en w~ren. So ist die proximale Quersehnittsfl~ehe hier (mit Ausnahme der , ,nativen" 
Gefrierschnitte bei osmotiseher Diurese) um rund 45 % grSl~er als unter dem Aufliehtmikroskop. 

Stiehproben ergaben an drei Katzen mit osmotischer Diurese naeh Helly-Fixierung im 
Vergleich zu tiefer gelegenen Tubuli subkapsul~r 4--10 % kleinere, bei zwei antidiuretischen 
Katzen nicht deutlich versehiedene 10roximale Gesamt- und Lumendurehmesser. 

An zwei exeidierten Rattennieren wurde versueht, die Gewebssehrumpfung w~hrend der 
Helly-Fixierung aufliehtmikroskopisch zu verfolgen. Die L~nge subkaspul~rer, postmortal 
kollabierter proximaler Tubuli nahm innerhalb yon 2--3  Std in Helly-L6sung um 3,7 bzw. 
8,4 %, der Gesamtdurehmesser um 10,7 bzw. 6,5 % ab (vgl. Tabelle 3, aus der sieh bei routine- 
m~Biger Fixierung ffir tiefer gelegene Konvolute kleinere Abmessungen oder stgrkere Schruml0- 
fungen ergeben wiirden). Die optischen Verh~ltnisse waren jedoeh trotz vorhergehender 
Methylenblauf~rbung nicht befriedigend. 

3 ])as Verschwinden des Bfirstensaumreflexes ist daher in den Tabellen - -  nicht ohne 
Willkfir - -  mit einem Verstreiehen des Tubuluslumens gleichgesetzt worden. Vgl. dagegen 
~ARKER, SWANN U. SINCLAIR. 
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dab die Lumina  innerhalb der angegebenen Zeit naeh einer bestimmgen Reihenfolge ver- 
sehwinden, und zwar in den glomerulumn~hen Sehlingen offensichtlieh zuletzt, und  naeh 
Entfernung der Aortenklemme innerhalb yon 1/~--3 min in umgekehrter  t{eihenfolge wieder 
erseheinen (Abb. 2). 

Beim dis~alen Tubulus sind die Verhgltnisse bis auf den ,,Tubuluskoll~ps" iihnlieh, doeh 
erseheinen hier die seitliehen Begrenzungen des Lumens - -  d. h. wahrseheinlieh der wesentlieh 
diinnere Bfirstensaum - -  sehmgler und  weniger hell. Es ist daher hgufiger erforderlieh, den 
distalen Lumendurehmesser  dureh Farbstoff injektion darzustellen. 

Abb. 9. Phasenkontrastanfnahme der Cortex eorticis einer antidim'etisehen Ratte naeh Osmium- 
fixierung in vivo (vgl. Legende TabelIe 7). An der Niereuoberfl~tcbe sind (trotz Dekapsul~tion vor der 

Fixierung) noch Kapsellamellen zu erkennen 

D e r  s e n k r e c h g  z u r  B l i c k r i c h t u n g  s t e h e n d e  A b s t a n d  z w i s c h e n  d e n  L i c h t r e f l e x e n  

des  B i i r s t e n s a u m e s  k a n n  d e m n a c h  u n s e r e s  E r a c h t e n s  n o r m a l e r w e i s e  mi~ aus-  

r e i c h e n d e r  G e n a u i g k e i t  g e m e s s e n  u n d  zuverl /~ssig als  , , L u m e n d u r c h m e s s e r "  

i d e n t i f i z i e r t  w e r d e n .  

Dagegen lggt sieh die geometrisehe Form des Lumenquerschni t ts  bei parallel zur Nieren- 
kapsel verlaufenden Tubuli  auflichtmikroskopisch nicht  sicher ermitteln. Die unserer Berech- 
hung yon Querschnittsfliichen des Epithels zugrunde gelegte Annahme kreisrunder Lumina 
z. ]~. ist - -  vor ahem bei weitgehend ,,kollabierten ~' Lumen - -  keineswegs bewiesen. Die 
proxim~len Bfirstensaumreflexe verlaufen zwar meist annghernd parallel, doch sind z.B. 
ovale (und vielleiehg systematiseh gerichtete) Lumina nieht  auszusehliegen (vg]. Anderungen 
der Querschnittsfl~tche bei osmotiseher Diurese). Beim distalen Tubulus sind hgufig deutliche 
Abweiehungen vom parMlelen Verlauf der seitliehen Lumenbegrenzung zu beobaehten.  

Die aufliehtmikroskopische Best immung des Gesamtdurchmessess und damit  aueh der 
Querschnitts/ldiche ist weniger zuverlgssig. 

Bei der Katze liegen einzelne Kan/~lchen fiber grogen subkapsu]gren GefgBen und  heben 
sich aueh in der Augenkontur  scharf ab. Bei der Rat~e konnte  die MSglichkeit, dag die 

36* 
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zwischen subkapsul~ren Tubuli liegenden, dunkleren Capillaren einen Teil der i~u]eren Tubulus- 
kontur verdecken, weder durch intravitale Methylenblauf~trbung noeh durch Bestimmung 
der doppelten Wandst~rke zwisehen den Biirstens~umen benachbarter Tubuli in jedem 
Fall sieher ausgesehlossen werden. Es kommt hinzu, dal~ auch beim Ges~mtdurehmesser 
yon der Annahme kreisrunder Quersehnitte ausgegangen werden mul~te. Diese Sehwierig- 
keiten sind vor allem hinsichtlieh eventueller system~tischer Fehler bei Berechnung der 
Querschnittsfl~ehe zu berficksichtigen (s. weiter unten). 

Diurese und Tubulusdimensionen 

Die aufl ichtmikroskopisch ermit te t ten  J~nderungen der Tubulusd imens ionen  
bei osmotischer Diurese, speziell der Lumina ,  s t immen weitgehend mit  den An- 
gaben yon  THUI~AU U. DEETJEN, am proxima]en Tubulus  auch mi t  denen yon 
HA~ss~N iiberein. Nach unserer  Erfahrung ftihren isotonische L6sungen yon  
Manni t  und  Saccharose und  selbst TyrodelSsung zu ganz iihnlichen Effekten, 

wenn ausreichend groBe Volumina bis zur Erzielung gleicher Diuresegrade infun- 
diert  werden. Gemeinsame Ursache der Tubuluserwei te rungen bei forcierter 
Diurese ist offensichtlich der in t ra tubul~re  Druckanst ieg als Folge erhShter 

Stromsti~rke im Tubu lus lumen  (WI~z, GOTTSCHALK U. MYLLE). 

Die erhShte Stromst~rke entsteht bei osmotischer Diurese vorwiegend fiber intratubul~re 
Wasserretention durch sehlecht riickresorbierbare Solute, bei Tyrode-Diurese fiber das glome- 
rulotubul~re Ungleiehgewicht infolge Zunahme des Filtratvolumens und/oder Abnahme der 
Na-Riickresorption. Die st~rkere Erweiterung der dist~len Tubuluslumina kann durch den 
gr6Beren Druekanstieg im distalen System erkl~rt werden (GOTTSCHALK U. MYI,LE) ; vielleicht 
spielt (im Hinblick auf die sp~ter zu besprechende MSglichkeit einer ,,Entfaltung" von Tubuli) 
auch die bei Antidiurese ausnehmend unregelm~ige Form der Tubuli eontorti II  eine l%olle 1. 

Allgemein wird angenommen,  dal3 der zunehmende in t ra tubul~re  Druck bei 
osmotischer Diurese zu vermehrter  Dehnung  der Tubu luswand  und  dadurch zur 
Lumenerwei te rung  fiihrt. Die aufl ichtmikroskopischcn Befunde an Gesamt- 
durchmesser u n d  Querschnittsfl~che ]assen sich durch diese A nna hme  allein jedoeh 

nicht  befriedigend erkli~ren. 

Von anderer Seite war auf Grund histo]ogischer Ergebnisse angenommen worden, dal~ 
osmotische Diurese ohne Anderungen der Querschnittsfl~chen einfach zur Querdehnung 
der Tubuli ifihrt (BI~vN~I~ u. Mitarb., ffir distale Tubuli auch BRODIE u. MACKENZIE); 
Abnahmen der Querschnittsfl~ehe sollten dagegen vorwiegende L~ngsdehnung anzeigen 
(BI~oDIE fiir proximale Tubuli). Auch in unseren histologisehen Sehnitten sowie naeh Osmium- 
Fixierung in vivo erseheinen die Querschnittsil~chen h~ufig vermindert. Abgesehen davon, 
dai~ Li~ngen~nderungen histologisch nicht nachzuweisen und die (aufliehtmikroskopisch beob- 
achteten) L~ngenzunahmen nicht sicher mit L~ngsdehnungen identiseh sind, ffihren Schnitt- 
pr~parate hier einfaeh deshalb nicht weiter, weft systematische Fehler (wie vom ~orher- 
gehenden Funktionszustand abh~ngige, untersehiedliche Schrumpfungstendenzen) nicht aus- 
geschlossen werden kSnnen. 

1 Der ffir die Weite einzelner Tubuli ausschlaggebende Druckgradient Tubuluslumen/Um- 
gebung kann unseres Erachtens ohne Berficksichtigung des Interstitiums nicht zuverl~ssig 
angegeben werden. Bisher wurde die Belastung der Kan~lchenwandungen aus den jeweiligen 
hydrostatischen Lumendrucken abgesch~tzt. T~IVl~AU u. DEETJE~ nehmen z. B. an, da]~ der 
bei Antidiurese geringere intratubul~Lre Drueke aufweisende distale Tubulus viel grSBere 
Wandst~rrheit besitzen mfisse als der weniger formbest~ndige proximale. Nach unserer 
Beobaehtung (ST~II~I~AVS~ und IRAVA~TI) kommt es bei WiedererSffnung der ,,kollabierten" 
proximalen Tubuli am antidiuretischen Tier nachtri~glich auch zum ,,Kollaps" der distalen 
Tubuli, unter Bedingungen also, wo A P proximales/distales Tubuluslumen nur wenig erhSht 
sein dfirfte (Abb. 4). M6gliche Beziehungen zwisehen distalem ,,Tubuluskol]aps" und 
Pathogenese des akuten Nierenversagens sollen yon St. nigher gepriift werden. 



Aufiichtmikroskopie und Histologie der Tubulusdimensionen 523 

U n t e r  dem Auf l i ch tmikroskop  in vivo n a h m  bei  osmot ischer  und  Tyrode-  
diurese neben  Tubulusl~nge und  Gesamtdurchmesse r  fas t  regelm/~gig aueh die 
Quersehni t ts f lgche zu 1 (vgl. THURAg und  DE~TJEN, die a m  dis ta len  Tubulus  
naeh  Glueosegaben ebenfal ls  s ignif ikante  Z u n a h m e n  der  Zellquersehnittsfl/~ehe 
fanden).  Man miiBte daher  annehmen,  dab  die in fundie r ten  L6sungen neben einer 
Tubu lusdehnung  (und hyper ton i sche  LSsungen im Gegensatz  zu anderen  Ge- 
weben) in der  Niere  zur  VergrSBerung des Ep i the lvo lumens  f/ ihren oder  syste-  
mat i sehe  Feh le r  die auf l ieh tmikroskopisehe  Bes t immung  yon  Tubulusd imen-  
s ionen bei  Ant id iurese  oder  osmot iseher  Diurese beeint rgeht igen.  

Systematisehe Megfehler etwa infolge Anderung der optischen Verhgltnisse bei osmotischer 
Diurese kommen vor allem beim Gesamtdurehmesser in l~rage 2. Bei konstantem Epithel- 
volumen, zuverl~ssiger Bestimmung der Lumendurehmesser an r6hrenfSrmigen Tubuli und 
einer eehten Lgngsdehnung von rund 7,5 bzw. ] 3 % mfil3ten diese iVfeBfehler am proximalen 
bzw. distalen Tubulus bei Antidiurese rund --6 bzw. --12% oder bei osmotiseher Diurese 
@6 bzw. q-12% betragen. Die oben angefiihrten Kontrollmessungen sehlieBen derartige 
systematische Fehler nieht mit Sieherheit aus. 

Die Beobaehtung, dag die Wandstgrke der proximMen und distalen Tubuli bei osmotischer 
und Tyrode-Diurese im Aufliehtphotogramm nicht oder wesentlieh weniger abnimmt als bei 
einfaeher Querdehnung zu erwarten, fiihrt - -  neben Epithelschwellung und systematisohen 
Fehlern - -  auf eine dritte Interpretation: S~att anzunehmen, zwei entgegengesetzte Effekte 
verschiedener Ursachen (Quer- und Lgngsdehnung = Abnahme, Epithelschwellung = Zu- 
nahme der Wandst~rke) wiirden sieh gegenseitig aufheben, kSnnte die Tubuluserweiterung 
bei osmotischer Diurese aueh durch Ann~iherung an echte l~Shrenform erklgrt werden (,,Ent- 
faltung" yon Tubuli und/oder st~rkere Abrundung ovaler Querschnitte infolge Anstiegs der 
Lumendrucke). Bei konstanter oder relatiwvenig verminderter Wandst~rke wiirden sich daraus 
fglschlicherweise Zunahmen des Epithelquerschnitts errechnen. 

)~hnlich w~ire anstatt echter L~ngsdehnung fiir die L~ngenzunahme bei osmotischer Diurese 
eine ,,Streckung" der Tubuli zu erw~gen, die bei der Berechnung des neuen Epithelvolumens 
nicht zus~tzlich beriicksichtigt werden diirfte. Mit diesen Deutungen wiirde iibereinstimmen, 
dab die unter Annahme echter Dehnung errechnete Vergr6gerung des Epithelvolumens am 
distalen Tubulus, der auch im Auflieht meist unregelmggige Formen aufweist, deutlicher war 
als beim proxima]en (vgl. die Querschnit~sflgchen bei THvmtv u. DE~TJ~). 

M6glicherweise s ind an  den Jmderungen  der  Tubulusd imens ionen  bei  osmo- 
t ischer  Diurese  verschiedene F a k t o r e n  wie Dehnung  und  , ,En t fa l tung"  der  
Tubul i  sowie Epi the lschwel lung betei l igt .  I h r  jeweil iger Ante i l  kann  zur  Zei t  aber  
n icht  angegeben und  aueh yon  eventuel len  sys temat i schen  Feh le rn  der  Aufl icht-  
mikroskop ie  n ieht  s icher  abge t r enn t  werden.  Die Bedeu tung  einer Vacuolis ierung 
p rox ima le r  Tubulusep i the l ien  (vgl. u. a. M~v~SBAC~ u. Mitarb. )  mu6  im R a h m e n  
dieser l~berlegungen ebenfal ls  noch offenge]assen werden. 

Die postmortalen Veriinderungen der  Tubulusdimens ionen ,  als Fehlerquel le  
his tologischer  Methoden  vor  al lem be im p rox imalen  Tubulus  yon Bedeutung ,  
h/~ngen jeweils eng mi t  Menge und  Beschaffenhei t  des bei  Un te rb rechung  der  

1 Lgnge und Umfang der proximalen Tubuli gnderten sich dabei - -  wie ftir engver- 
schlungene und gegeneinander verankerte R6hrchen bei erhal~enem DurchfluB nicht anders 
zu erwarten - -  grSgenordnungsm~Big durehaus ahnlich. Die stgrkere Zunahme des Gesamt- 
durchmessers bei distalen Tubuli steht mit dieser Erwartung wegen ihrer geringeren Beteili- 
gung am Aufbau des Rindenlabyrinths nicht im Widersprueh. Bei Aortenabklemmung wurden 
umgekehrt hgufig Verminderungen der Querschnittsflgche grotz L/ingenabnahme gefunden. 

Da bei osmotischer Diurese HS~matokritweri~e um 15% gemessen wurden, muBte z. B. 
an eine geringere Verdeckung der Aufienkonturen dutch subkapsul/ire Capillaren gedacht 
werden. 
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Filtration im Kan~lehensystem befindlichen Tubulusurins zusammen. Die 
proximalen Tubuli einer antidiuretischen Niere enthalten vor der Abklemmung 
bei 310--350 g sehweren Ratten rund 150 #1, bei der Katze rund 490 #1 Tubulus- 
urin (Nierengewieht 1,2 bzw. 7 g, 30600 bzw. 15200 Nephren/g Nitre [H. W. 
SMITIt] Hauptstfiekl~nge 1 bzw. 2 cm [SP~RBER], Lumendurehmesser im Mittel 
22,8 bzw. 17,2 #). Naeh der Abklemmung erreehnen sieh aus den proximalen 
Tubulusdimensionen I~estvolumina yon 10 bzw. ann/ihernd 0/~1. Da die distalen 
Tnbuli bei Aortenabklemmung praktiseh konstant bleiben und die Diurese beim 
Kontrolltier schon unmittelbar naeh der Abklemmung sistiert, kommt eine Ver- 
sehiebung yon Tubulusurin in distaler Riehtung als Erkl/irung fiir den ,,Kollaps" 
der proximalen Tubuli nieht in Frage. t~iiekflul~ in die Kapselr/~ume seheidet auf 
Grund des relativ geringen Glomerulumvolumens von rund 30 bzw. 230 #l/Niere 
vor allem bei der Ratte aus. Daher trifft offensiehtlieh die yon SWAN• u. Mitarb. 
sowie I-IA~ssEN und ULLRICg ge/~ul3erte Vermntung zu, dal~ bei Antidiurese aueh 
naeh Unterbreehung der Nierendurehblutung noeh Rfiekresorptionsprozesse 
ablaufen 1. Die Menge der rtiekresorbierten Flfissigkeit (praktiseh identisch mit 
dem Inhalt  der proximalen Tubuluslumina in vivo) w/irde naeh unserer Bereeh- 
hung bei der Katze rund 490/~1, d. h. 7%, bei der Ratte 140#1, d.h. rund 12% 
des Nierengewiehts betragen und hier mit den Angaben yon HANSSE~ fiber den 
postmortalen Wasserverlust der M/iuseniere sowie mit dem Verhgltnis Nieren- 
gewieht/,,dfluting fluid" naeh SwA?cx reeht gut fibereinstimmen. Die yon HEIM- 
BU~G und OC~IWADT ermittelte Abnahme der Nierenmasse an Erythroeyten- 
freier Flfissigkeit naeh Blutdrueksenkung und Adrena]ininjektion liegt in der 
gleiehen Gr6genordnung: die angegebene Halbwertszeit yon etwa 16 see darf als 
Beweis daffir angesehen werden, dag es sich aueh bei dieser ,,transversalen Flfissig- 
keitsverschiebung" ira wesentlichen um den proximalen ,,Tubuluskollaps", d. h. 
uIn das AbflieBen des reabsorbierten ,,proximalen tIarnvolumens" handelt. 

Das postmortale Re~bsorbat lguft nach SWAIN mit dem venSsen Nierenblut ab. Bei 
Hilusligatur, die an Katzen histologisch zu gleichen Tubulusdimensionen fiihrte wie Ent- 
nahme und Durchtrennung der Nieren, diirfte es vor allem in den gr6gerenNierenvenen liegen- 
bleiben. 

Die yon SwAN~ beschriebene postmortale Erweiterung des Interstitiums wurde weder 
an Gefrierschnitten noch im Auflichtmikroskop beobachtet 1. Hier erscheinen weitere Ver- 
suche mit zuverlgssigeren Methoden, unter anderem zur Abschgtzung der interstitiellen 
Drucke, erforderlich. Da die proxima]en Lumendurchmesser wahrscheinlich durch aktive 
,,postmortale" Riickresorptionsvorggnge vermindert werden, kann der Ausdruck proximaler 
Tubulus,,kollaps" aber jetzt sehon als lediglich ph~nomenologisch zutreffend gelten. 

Bei Tyrodein/usion faBt das erweiterte gauptstfiek grol3er Ratten anstatt  
rund 150 etwa 300/~l Tubulusurin. Da auch dieses grSgere ,,proximale tIarn- 
volumen" bei Aortenabklemmung nur um rund 140 #1 reduziert wird, ist anzu- 
nehmen, dab die bei Antidiurese zum ,,Tubuluskollaps" fiihrende postmortale 
Rfickresorption dureh rasehe Erseh6pfung der Energievorrgte beschr/inkt ist, 
und zwar auf einen Wert, der zuf/~llig dem ,,proximalen Harnvolumen" bei Anti- 
diurese, d. h. etwa l0 % des normalerweise pro rain anfallenden Filtratvolumens 
entspricht (vgl. Tabelle 6). Dadureh wird verst/indlieh, dab auch kleine Zunahmen 
der intratubul~iren Stromst/irke mit entspreehend geringer Tubuluserweiterung 
und vielleieht aueh geringgradige Abnahmen der (Na)-Riiekresorption im histo- 

1 Vgl. dagegen P~aKER, SWAN~ u. SI~CLAm. 
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logisehen Bild zu ,,offenen" Lumina fiihren (Clearanee-Versuehe, einzelne anti. 
diuretisehe Tiere). 

Bei osmotischer Diurese ist die an Hand  von Tubulusdimensionen erreehnete 
postmortale Riiekresorption wesentlieh geringer als bei Antidiurese und Tyrode- 
diurese - -  Me umgekehrt  der proximale ,,Tubulnskollaps" offenbar dureh die 
sehleehte Rtickresorbierbarkeit yon Mannit weitgehend verhindert wird. 

Bei Mannitinfusion steig~ die im Hauptstiiek befindliehe Fliisslgkeitsmenge an groBen 
Ratten yon 150 im Mittel auf 215/~1, bei der K~tze yon 500 auf rund 1200/hi an und wird 
durch Aortenabklemmung nur auf 180 bzw. 500--900 #l reduziert. Setzt man die nach der 
Abklemmung noch abflie]~ende Endharnmenge ein, so kommt man bei der I%atte auf mSgliche 
Rfickresorptionswerte yon 0--30 #l, bei der Katze yon rund 200/~1. Dieser Wert liegt unter 
dem yon HA_~ssE~ bei osmotischer Diurese ermittelten postmortMen Wasserverlust, ~thnlich 
wie die Zunahme des ,,proximalen ttarnvolumens" dutch die Mannitinfusion geringer ist, als 
die des Nierengewichts. 

Die nach Ablauf der frfihen postmortalen Vers ermittelten Tubulus- 
dimensionen werden nach unseren Ergebnissen wesentlich vom Verh~ltnis Lumen- 
weite in vivo/postmortale l%fickresorption abh~ngen. Die postmortale Riick- 
resorption als solche kann dureh die Transportfs der im Prim/irharn 
gelSsten Stoffe und die Stoffwechsellage des Tubulusepithels vor Unterbrechung 
der Nierendurchblutung modifiziert werden. Unter  pathologischen Verh~lt- 
nissen k6nnten histologisch ermittelte Tubuluserweiterungen z .B.  durch ver- 
mehrte Belastung mit schlecht resorbierbaren Soluten bedingt sein (vgl. ItA~SSE~), 
nach unserer Erfahrung mit Tyrodel6sung aber auch durch vermehrte Filtration 
oder verminderte ]%fickresorption yon Natr ium zustande kommen. 

Zusammelffassung 

An narkotisierten Rat ten  und Katzen wurde die Nierenoberfli~ehe mit dem 
Auflichtmikroskop photographiert  und so der Lumendurchmesser und der 
Gesamtdurchmesser proximaler und distaler Tubuli bestimmt. Bei Antidiurese 
betr~tgt der proximale Lumendurchmesser yon 70 g schweren Rat ten  in vivo 
16,4 ~ 1,8/~, bei 300 his 330 g schweren Rat ten  22,8 • 0 ,7#  und bei Katzen 
17,2 ~ 0,7 #. Naeh Unterbrechung der glomerul~ren Filtration (Aortenabklem- 
mung oder Hilusdurchtrennung) kommt  es innerhalb yon 20 his 120 sec zum 
Kollaps der proximulen Tubuli, w~hrend die distalen Tubuli often bleiben; 
dieser Kollaps proximaler Tubuli bei Antidiurese wird mit  einer auch postmortal  
noch ablaufenden Rfickresorption yon Tubulusurin erkli~rt. 

Starke Tyrode- oder Mannitdiurese fiihrt infolge intratubul~ren Druckanstieges 
in vivo zu einer m~gigen Erweiterung der proximalen und einer betr~chtlichen 
Erweiterung der distalen Tubuli. Ein Kollaps proximaler Tubuli bei Unter- 
breehung der Filtration wird hier vermigt.  

Infolge des postmortalen Tubuluskollapses ergeben sieh ohne osmotische 
Belastung bei der tibliehen histologisehen Darstellung viel zu kleine Werte ftir das 
proximale Tnbuluslumen. Deshalb findet man bei fehlendem Kollaps unter 
Tyrode- bzw. Mannitdiurese irrttimlieh eine massive ,,Tubulusdilatation". Darfiber 
hinaus zeigen die einzelnen histologisehen Verfahren noch spezifisehe Artefakte, 
welehe bei osmotischer I)iurese nnd Antidiurese meist versehieden sind. 

Bei osmotiseher Diurese wurde ferner im Aufliehtmikroskop eine Zunahme 
des Epithelvo]umens beobaehtet,  welehe im histologisehen Bild fehlt. 
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Incident-Light Microscopy and Histology of Renal Tubule Size 
under Variable Conditions of I)iuresis 

Summary 
The surfaces of k idneys  of anes the t ized  ra t s  and  cats were pho tog raphed  

wi th  the  inc ident - l igh t  microscope,  and  the  d iamete r  of the  lumen and  t h a t  of 
the  whole tubu l i  contor t i  I and  I I  were measured.  Dur ing  anti-diuresis the  
d i ame te r  of the  lumen of the  tubu l i  concort i  of 70 gm ra t s  was 16.4 # • 1.8/~; 
for ra t s  weighing 300- -330  gm the  lumen measured  22.8 # • 0.7 #, and  for cats 
17.2 # • 0,7 #.  A n  in t e r rup t ion  of g lomerular  f i l t ra t ion  (by compression of the  
ao r t a  of b y  excision of the  k idney)  dur ing ant i -diuresis  led to  a collapse of the  
tubu l i  contor t i  I wi th in  20 sec. The tubu] i  eontor t i  I I ,  however,  r emained  open. 
This collapse of the  tubu l i  eontor t i  I could be expla ined  b y  a cont inuing 
resorpt ion  of u r i na ry  f i l t ra te .  

In tense  diuresis induced by in/usions o/ Tyrode's or mannitol solutions led to  
a mode ra t e  d i l a t a t ion  of the  tubu] i  contor t i  I ,  and  to a more  m a r k e d  d i l a t a t ion  
of the  tubu] i  contor t i  I I .  These changes p r o b a b l y  were due to  an increase in the  
i n t r a t u b u l a r  pressure.  A collapse of the  tubu l i  contor t i  I was not  observed  with  
an in t e r rup t ion  of the  g lomerular  f i l t ra t ion  in d iure t ic  animals .  

W h e n  convent ional  his tological  me thods  were used  in the  absence of osmot ic  
diuresis,  the  values  for the  d iameters  of the  tubu l i  contor t i  I were much  too small  
due to  the  collapse of the  tubules  pos tmor tem.  Thus,  in the  absence of collapse 
dur ing  Tyrode  or mann i to l  diuresis a mass ive  , , tubular  d i l a t a t i on"  was incor rec t ly  
observed.  I n  addi t ion ,  some of the  his tological  procedures  possessed specific 
inheren t  a r te fac ts  which va r ied  usua l ly  wi th  osmotic  diuresis or ant i -diuresis .  
Fu r the rmore ,  wi th  osmotic  diuresis an  increase in the  volume of the  epi the l ia l  
cdlls was observed under  inc ident - l ight  microscopy b u t  was no t  ev ident  in the  
h is to logica l  p repara t ions .  
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